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k57 Resumen:
Un procedimiento para producir -galactosidasa re-
combinante de Thermus sp. (cepa T2) en celulas
hospedantes, y puricarla en un solo paso croma-
tograco.
Secuencia de nucleotidos inedita que corresponde a
un gen de Thermus sp. (cepa T2: ATCC 27737)
y que codica para una beta-galactosidasa termoes-
table. Obtencion de construcciones geneticas para
la expresion a alto nivel de dicha secuencia de nu-
cleotidos en celulas de Escherichia coli mediante su
clonacion en vectores de expresion. Puricacion de
una protena hbrida con actividad beta-galactosidasa
termoestable producida en E. coli en un solo paso
cromatograco. Esta protena quimerica termoesta-
ble tiene aplicacion en hidrolisis de leche y produc-
tos lacteos, reduccion del contenido en lactosa en los
vertidos de sueros de lechera, marcaje fro de sondas
de acidos nucleicos por conjugacion con los mismos,
sntesis de oligosacaridos por transglicosilacion y eva-
luacion rapida de tratamientos termicos moderados.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Un procedimiento para producir -galactosidasa recombinante de Thermus sp. (cepa T2) en celulas
hospedantes, y puricarla en un solo paso cromatograco.
Sector de la tecnica
La invencion que se reivindica se encuadra principalmente dentro del area agroalimentaria, aunque
tambien se relaciona con las areas biotecnologica y medioambiental. Se trata de una aplicacion de la
tecnologa enzimatica. En el area agroalimentaria se pretende reducir el contenido en lactosa de la leche,
productos lacteos y subproductos lacteos (p. ej. sueros de lechera) con importante impacto medioam-
biental.
Estado de la tecnica
La -D-galactosidasa (EC 3.2.1.23), tambien llamada lactasa, tiene como funcion primaria la hidrolisis
de la lactosa en D-galactosa y D-glucosa. Ademas, esta enzima posee actividad transgalactosilasa y se
utiliza para la sntesis de oligosacaridos, compuestos con un interes creciente en el area agroalimentaria.
Puesto que la principal fuente natural de lactosa es la leche, su aplicacion fundamental se circunscribe
al ambito de los productos y subproductos lacteos (Pivarnik, L.F.; Senecal, A.G. y Rand, A.G. 1995.
\Hydrolytic and transgalactosylic activities of commercial -galactosidase (lactase) in food processing".
Adv. Food Nutrit. Res. 38, 1-102).
Las preparaciones de -galactosidasa que se aplican al procesado de alimentos, provienen fundamental-
mente de mohos de las especies Aspergillus niger y A. oryzae, y de levaduras de las especies Kluyveromyces
lactis, K fragilis y Candida pseudotropicalis (Kuntz, L.A., 1993. \Dairy enzymes: The biochemical bene-
t". Food Prod. Des. 3, 59-72). Las preparaciones mas conocidas de lactasa comerciales se encuentran
recogidas en la bibliografa (Gekas, V. y Lopez-Leiva, M. 1985. \Hydrolisis of lactose: A literature re-
view". Process. Biochem. 20, 1-12; Rao, D.R. 1997. \Oral supplements to improve lactose digestion and
tolerance". Food Sci. Technol. Int. 3, 87-92). A modo de ejemplo se recogen las siguientes:
1. Aspergillus niger Baxter Laboratories (Chicago, II, EEUU); Dayriland Food Labs (Waukesha, Wi,
USA); Kyowa Hakko Kogyo Co. (Japon); \Societe Rapidase" (Seclin, Francia); Wallerstein Co.
(Morton Grove, II, EEUU); GB Fermentations Industries, Inc. (II, EEUU).
2. Kluyveromyces lactis o Saccharomyces lactis: Gist-Brocades (Holanda, \Maxilact©R "); Nutritional
Biochemicals Co. Ltd (Cleveland, EEUU); Tokyo Tanabe Co. Ltd (Japon); SugarLo Co., Inc
(Pleasantville, NJ, EEUU, \Lactaid©R ");
3. Kluyveromyces fragilis o Saccharomyces fragilis: Kyowa Hakko Kogyo Co. (Japon); Sigma Chemi-
cals Co. (St. Louis, USA); Novo A/S (Dinamarca, \Lactozym©R ").
4. Aspergillus oryzae: Kremers Urban Co. (Milwaukee, Wis, EEUU); Winthrop Consumer Products,
Div.Sterling (N.York, NY, EEUU).
Todas ellas, y otras no recogidas, efectuan la hidrolisis de la lactosa a lo sumo a 55C, y tienen como
impurezas en su composicion otras protenas.
La aplicacion industrial mas importante de las -galactosidasas comerciales es la hidrolisis de la lac-
tosa de la leche. Como alternativa se puede utilizar la hidrolisis qumica, pero produce en la leche efectos
no deseables (p. ej.: perdida de nutrientes, defectos organolepticos, etc.) (Gekas, V. y Lopez-Leiva, M.
1985. \Hydrolisis of lactose: A literature review". Process. Biochem. 20, 1-12). El uso de estas enzimas
ha favorecido el desarrollo de alimentos con bajo contenido en lactosa. Estos alimentos son especialmente
importantes para personas que padecen intolerancia a la lactosa (hipolactasia), que constituyen aproxi-
madamente un 70 % de la poblacion mundial (Savaiano, D.A. y Kotz, C. 1988. \Recent advances in the
management of lactose intolerance". Contemp. Nutr. 13, 10).
La intolerancia a la lactosa se debe a la carencia de lactasa intestinal. La lactosa sin hidrolizar pasa
al intestino grueso, donde provoca un aumento de la presion osmotica que el organismo contrarresta con
la no absorcion de agua, y donde los microorganismos la fermentan produciendo acidos y gas. Todo ello
conlleva la aparicion de sntomas tales como dolor abdominal, flatulencia y diarrea (Wolin, M.J. 1981.
\Fermentation in the rumen and human large intestine". Science 213, 1463-1468).
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Las molestias producidas por la ingestion de lactosa en los afectados por hipolactasia provoca en ellos
la perdida del habito de tomar leche, que a largo plazo ocasiona problemas de malnutricion, debido a la
desaparicion del aporte de sustancias presentes en la leche tales como riboflavina, tiamina, fosforo, vita-
mina A (Phillips, M.C. y Briggs, G.M. 1975. \Milk and its role in the American diet". J. Dairy Sci. 58,
1751-1763) y calcio (Birge, S.J.; Keutmann, H.T.; Cuatrecases, P. y Whedon, G.D. 1963. \Osteoporosis,
intestinal lactase deciency and low dietary calcium intake". N. Engl. J. Med. 276, 445-448).
La recuperacion del habito de ingestion de leche y alimentos con componentes lacteos (heladera,
panadera, contera, ...) es posible mediante la aplicacion de -galactosidasas al procesado de los ali-
mentos. Las limitaciones del uso de las enzimas comerciales vienen dadas por su termolabilidad y por las
impurezas que presentan (Mahoney, R.R. 1985. \Modication of lactose and lactose-containing dairy pro-
ducts with -galactosidase". En \Developments in Dairy Chemistry. Lactose and mnor constituents".
F. Fox (Ed), pp.69-108. Elsevier, Nueva York). Contar con enzimas termoestables y puras permitira
simultanear la pasterizacion u otros tratamientos termicos con la eliminacion de lactosa y preservar al
sustrato de modicaciones indeseables ocasionadas por impurezas tales como proteasas, lipasas, etc. Con
ello se reduciran costes de produccion y se evitaran riesgos de contaminacion bacteriana en el procesado.
Poder producir dichas enzimas puras en microorganismos mesolos permitira reducir sustancialmente
los costes de produccion de aquellas (Tennisi, E. 1997. \In industry, extremophiles begin to make their
mark". Science 276, 705-706).
La termolabilidad y las impurezas son tambien los principales problemas que presentan las -
galactosidasas comerciales en su empleo para el procesado de suero de lechera, originado durante la
elaboracion de queso y del que solo se procesa a nivel mundial la mitad, pasando el resto a constituir un
importante problema ambiental cuya causa ultima es la presencia de lactosa (Pivarnik, L.F.; Senecal, A.G.
y Rand, A.G. 1995. \Hydrolytic and transgalactosylic activities of commercial -galactosidase (lactase)
in food processing". Adv. Food Nutrit. Res. 38, 1-102). A partir del permeado rico en lactosa obtenido
como subproducto de la elaboracion de suero seco, se produce jarabe de glucosa-galactosa (Mahoney,
R.R. 1985. \Modication of lactose and lactose-containing dairy products with -galactosidase". En
\Developments in Dairy Chemistry: Lactose and minor constituents". Fox, F. (Ed), pp.69-108. Else-
vier, Nueva York) que se utiliza como edulcorante (heladera, bebidas), sustrato microbiano (cervecera,
enologa, panadera) o agente empardecedor (contera) (Short, J.L. 1975. \Prospects for the utilization
of deproteinated whey in New Zealand-A review. N.Z.J. Dairy Sci. Technol. 13,181-194). Se considera
ademas que el permeado de suero puede ser el sustrato fundamental para utilizar las -galactosidasas
como enzimas de sntesis de vitaminas y compuestos de interes farmaceutico (Zarate, S. y Lopez-Leiva,
M.H. 1990. \Oligosaccharide formation during enzymatic lactose hidrolysis: A literature review". J.
Food Prot. 53, 262-268).
La termoestabilidad que se requiere para hacer economicamente rentables y microbiologicamente
estables los procesos tecnologicos mencionados, queda resuelta con el empleo de -galactosidasas de mi-
croorganismos termolos, como la de Thermus sp. T2.
En resumen: las -galactosidasas se emplean en la industria agroalimentaria para reducir el contenido
en lactosa de productos lacteos y derivados, lo que tiene una implicacion doble. La primera implicacion
es hacer accesibles estos alimentos a los afectados de hipolactasia. La segunda implicacion que presenta
el uso de P-galactosidasas es el poder revalorizar los sueros de lechera para obtener jarabes de glucosa-
galactosa, evitando lo que -por otra parte- sera un problema medioambiental, debido a la alta demanda
bioqumica de oxgeno de la lactosa. La idea de usar una enzima termorresistente presenta la ventaja
de hacer compatible la temperatura optima para la actividad de la enzima con algunas fases del proce-
dimiento industrial. La produccion de la enzima por fermentacion convencional de un microorganismo
recombinante mesolo y la posibilidad de obtener la protena electroforeticamente pura (dos resultados
que no son evidentes a priori) deben mejorar y abaratar el proceso.
Las -galactosidasas tienen otras aplicaciones, siquiera potenciales, que se enmarcan en el ambito bio-
tecnologico. Pueden mencionarse tres: a) sntesis de oligosacaridos por transglicosilacion; b) conjugacion
a acidos nucleicos para su empleo en sistemas de marcaje de sondas fras; y c) elaboracion de sistemas
para la evaluacion rapida de tratamientos termicos moderados.
a) Sntesis de oligosacaridos por transglicosilacion.
Es la reaccion inversa a la hidrolisis y se consigue con alta concentracion de los productos nales de
esta. Se puede emplear para sintetizar disacaridos con interes diagnostico (Aragon, J.J., Ca~nada,
F.J., Fernandez-Mayoralas, A., Lopez, R., Martn-Lomas, M. y Villanueva, D. Solicitud de patente
de invencion espa~nola n 9502185, con fecha 8-11-95. \Procedimiento enzimatico de obtencion de
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-D-galactopiranosil-D-xilosas utilizables para la evaluacion diagnostica de la lactasa intestinal.); y
oligosacaridos con interes alimentario (ver mas adelante y consultar, p. ej., Pivarnik, L.F.; Senecal,
A.G. y Rand, A.G. 1995. \Hydrolytic and transgalactosylic activities of commercial -galactosidase
(lactase) in food processing". Adv. Food Nutrit. Res. 38, 1-102). Por otra parte, una relacion de
la utilidad de los oligosacaridos sintetizados del modo referido y con interes en biomedicina puede
encontrarse en la revision de Nilsson K.G.I., 1988 \Enzymatic synthesis of oligosaccarides" (Trends
Biotechnol, 6, 256-264).
b) Conjugacion a acidos nucleicos para su empleo en sistemas de marcaje de sondas fras.
Una -galactosidasa termorresistente puede sustituir con ventaja al sistema patentado por la
compa~na Amersham y que con el nombre de \ECL direct nucleic acid labelling and detection
system" (n de referencia de catalogo: RPN 3000 y 3001) emplea la enzima peroxidasa de rabano
y un revelado basado en quimioluminiscencia para estos nes. Con relacion al sistema mencio-
nado (Durrant, I. y McFarthing, K. G., 1990. The application of enhanced chemiluminiscence to
membrane-based nucleic acid detection. Biotechniques, 8: 564-570), un metodo basado en el empleo
de una -galactosidasa termorresistente presentara las siguientes ventajas:
- condiciones de hibridacion mas astringentes
- menor n de pasos
- no requiere exposicion autorradiograca.
- admite la deteccion tanto en el ltro de hibridacion (con un sustrato del tipo del X-Gal)
como en formato multipocillo (con un sustrato del tipo del ONPG), en cuyo caso, ademas de
prestarse a la cuanticacion, es el formato adecuado para los analisis clnicos de rutina.
El sistema patentado por Amersham se ha empleado para la investigacion en biologa molecular
y en el diagnostico clnico (ver, p. ej., Cohen, D., Chumakov., I. y Weissenbach, J, 1993. \A rst-
generation physical map of the human genome". Nature, 366, 698-701; Pollard-Knight, D., Simmonds,
A.C., Schaap, A.P., Akhavsan, H. y Brady, M.A., 1990. \Nonradioative DNA detection on Southern blots
by enzymatically triggered chemiluminiscence". Anal. Biochem., 185, 84-89; Tucker, S.J., Tannahill,
D. y Higgins, C.F., 1992. \Identication and developmental expression of the Xenopus laevis cystic
brosis transmembrane conductance regulator gene". Human Mol Genet, 1, 77-82; Datta, A.R., Moore,
M.A., Wentz, B.A. y Lane, J, 1993. \Identication and enumeration of Listeria monocytogenes by
nonradioactive DNA probe colony hybridization". Appl. Environ. Microbiol., 59, 144-149)
c) Elaboracion de sistemas para la evaluacion rapida de tratamientos termicos moderados
Se entiende aqu por tratamientos termicos moderados aquellos que se emplean con frecuencia para
la higienizacion en la industria alimentaria, y que se situan en un rango de temperatura de 60-80C
y un intervalo de tiempo desde segundos hasta minutos.
Disponer de una -galactosidasa termorresistente puede ser una alternativa frente a otros metodos
que emplean esporas de microorganismos (Van Loey, A. y Tobback, P., 1996. \Quantitative evalua-
tion of thermal processes using time-temperature integrators". Trends Food Sci Technol, 7, 16-26.).
La ventaja derivara de una manipulacion mucho mas sencilla y un tiempo de respuesta de minutos
frente a das.
Ademas de los aspectos aplicados a la industria agroalimentaria y biotecnologica, la produccion a ho-
mogeneidad electroforetica permite el estudio de las caractersticas qumicas de estos enzimas, aspecto de
interes para el redise~no de muchos procesos de transformacion industrial (Tennisi, E. 1997. \In industry,
extremophiles begin to make their mark". Science 276, 705-706.).
La unica patente de -galactosidasa de Thermus que se conoce es la siguiente:
United States Patent n 5.283,189 (1 de Febrero de 1994): \-Galactosidase from Thermus sp.". In-
ventores: Mitsunori Takase, Oomiya; Kouki Horikosi, Tokyo (Japon). El uso potencial del enzima es
fundamentalmente alimentario. La invencion consiste en la produccion de la enzima a partir de tres
cepas de Thermus sp., distintas de la cepa T2, mediante un procedimiento clasico de fermentacion de
estos microorganismos termolos.
En nuestro caso la produccion de -galactosidasa se hace mediante la fermentacion de un microorga-
nismo mesolo recombinante. Dicho microorganismo contiene el gen que codica para la -galactosidasa
de Thermus sp. T2, cepa no incluida en la patente anterior. Por todo ello la originalidad de nuestra in-
vencion queda salvaguardada. Las ventajas de nuestro sistema son: 1) Produccion en un microorganismo
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mesolo; 2) Alta concentracion de enzima recombinante y 3) Puricacion en un solo paso cromatograco.
Asimismo, se conocen sistemas de transglicosilacion protegidos por patente, no siempre dise~nados con
-galactosidasas comerciales. Las aplicaciones de los oligosacaridos sintetizados que se reivindican son
alimentarias, medicas y farmaceuticas, y en su obtencion se considera interesante la termorresistencia
para poder realizar el proceso en condiciones asepticas (Pivarnik, L.F.; Senecal, A.G. y Rand, A.G. 1995.
\Hydrolytic and transgalactosylic activities of commercial -galactosidase (lactase) in food processing".
Adv. Food Nutrit. Res. 38, 1-102). Las patentes son las siguientes:
1. Patente europea n 88312,328.3 (Kobayashi, Y.; Kan, T. y Terashima, T. 1988. \Method for
producing processed milk containing galactooligosaccharides").
2. Patente Japonesa n 6394,987 (Okonogi, S.; Tomita, M.; Tomimura, T.; Tamura, Y. y Mizota, T.
1988. \Enzymic manufacture of -D-galactopyranosil-(1-6)--L-galactopyranosil-(1-4)-D-fructose
from lactulose").
3. Patente Internacional WO 8909,275 (Nilsson, K.G.I. 1989. \Enzymic synthesis of complex carbo-
hydrates").
4. Patente Americana n 4,944,952 (Kobayashi, Y.; Kan, T. y Terashima, T. 1988. \Method for
producing processed milk containing galactooligosaccharides").
5. Patente Japonesa n 04218.362 (Oki, J.; Kobayashi, K.; Hashimoto, K. y Kubota, A. 1990. \Vinegar
containing galactooligosaccharides").
El gen de la -galactosidasa de Thermus sp. T2, cuya secuencia y sistema de produccion se reivindican
en la presente invencion, haba sido clonado y expresado con anterioridad en Escherichia coli por otros
autores, con nes cientcos y no comerciales (Koyama, Y.; Okamoto, S. y Furukawa, K. 1990 \Cloning
of  and -Galactosidase from an extreme thermophile, Thermus strain T2, and their expression en
Thermus thermophilus HB27". Appl. Environ. Microbiol. 56, 2251-2254). Nuestra invencion permite la
produccion de -galactosidasa en E. coli, con lo cual la incubacion es mas sencilla por no hacerse de 70 a
80C, que es la temperatura optima de crecimiento de Thermus sp. T2, as como no requerir medios de
cultivo microbiologicos especiales ni un dilatado tiempo de fermentacion.
La cepa Thermus sp. T2 se aislo en aguas termales del Parque Nacional de Yellowstone, mostro una
temperatura optima de crecimiento de 70C, en agitacion y pH 7,7 y mostro actividad -galactosidasica,
con un optimo a 80C y pH 5 (Ulrich, J.T.; MacFeters, G.A. y Temple, K.L. 1972. \Induction and
characterization of -galactosidase in an extreme thermophile". J. Bacteriol. 110, 691-698). La cepa,
por sus caractersticas morfologicas y de cultivo, pertenece a la especie Thermus aquaticus, unica especie
reconocida de este genero segun Brock T. D. (1984) (En \Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology"
N.R. Krieg (Ed) Vol 1, pp 333-337). Esta cepa se encuentra depositada en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC 27737). La invencion que se reivindica utiliza ADN de esta cepa, el del gen de la
enzima -galactosidasa y las zonas flanqueantes.
Las cepas de E. coli utilizadas para la clonacion y produccion de la -galactosidasa de Thermus sp.
T2 son las cepas DH5 y JM109 (Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1989. \Molecular cloning.
-A laboratory manual". CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York).
La cepa depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo (CECT) y protegida por el Tratado
de Budapest, con el n de deposito 4922 corresponde a E. coli JM109, hospedante del plasmido recom-
binante pAV104BGT, que le conere resistencia a tetraciclina. Esta cepa hiperproduce una mutena de
la enzima -galactosidasa de Thermus sp. T2. Esta mutena podra ser puricada por cromatografa
de anidad en resinas comerciales del tipo agarosa-p-aminofenil--D-tiogalactopiranosido (Sigma) pero
presentan el inconveniente de su alto costo y su bajo rendimiento, lo que las hace inadecuadas para su
uso en la puricacion de protenas a gran escala.
La cepa depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo (CECT) y protegida por el Tratado
de Budapest, con el n de deposito 4923 corresponde a E. coli JM109, hospedante del plasmido recombi-
nante pBGT2, lo que le conere resistencia a ampicilina. El plasmido pBGT2 consite en el vector pCUZ1
(Sanchez-Puelles, J. M., Sanz, J. M., Garca J.L., y Garca, E. 1992. \Immobilization and single-step
purication of fusion proteins using DEAE-cellulose" Eur. J. Biochem. 203, 153-159) con el gen de la
-galactosidasa de Thermus sp. T2. Esta cepa hiperproduce una mutena de la enzima -galactosidasa
de Thermus sp. T2 puricable por cromatografa de anidad en un solo paso.
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El sistema de puricacion a homogeneidad electroforetica en un solo paso cromatograco para
protenas de fusion esta inicialmente descrito en la patente de invencion \Procedimiento para la in-
movilizacion y/o puricacion en un solo paso de protenas de fusion de interes biotecnologico" (N de
solicitud: 9100732. Fecha de presentacion: 22-3-91. Solicitante: CSIC. Inventores: J.M. Sanchez-Puelles,
J.M. Miguel Morales, J.L. Garca Lopez y E. Garca Lopez), y publicado posteriormente (Sanchez-Puelles,
J. M., Sanz, J. M., Garca J.L., y Garca, E. 1992. \Inmobilization and single-step purication of fusion
proteins using DEAE-cellulose" Eur. J. Biochem. 203, 153-159). Este sistema cromatograco de pu-
ricacion en el que se utiliza como resina DEAE-celulosa ofrece un mayor rendimiento y un bajo coste
para la puricacion de protenas. En esta patente se usa el sistema mencionado, aplicado al caso de la
-galactosidasa de Thermus sp. T2.
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
La intolerancia a la lactosa y el impacto ambiental que suponen los vertidos indiscriminados de la
industria lactea en forma de sueros, han incentivado el estudio de posibles vas de solucion a ambos
problemas. Hasta ahora se han podido desarrollar metodos, basados fundamentalmente en el empleo
de -galactosidasas microbianas, que permiten la hidrolisis de la lactosa. Asimismo, el empleo de estos
enzimas para la sntesis de oligosacaridos con interes agroalimentario esta tomando creciente interes. La
aplicacion de -galactosidasas comerciales a leche, productos y vertidos lacteos presenta dos inconvenien-
tes fundamentales: la termosensibilidad de las enzimas hasta ahora en uso, y las impurezas que dichos
enzimas suelen tener en los preparados comerciales. Esto impide el empleo de los enzimas en procesos
que incluyan tratamientos termicos moderados (p. ej. pasterizacion), y provoca cambios no deseables en
el sustrato respectivamente.
La presente invencion consiste en el dise~no y realizacion de un procedimiento para producir la -
galactosidasa de Thermus sp. T2 en E. coli, y puricarla en un solo paso cromatograco. Esta invencion
resuelve al mismo tiempo las dicultades tecnologicas que, como acabamos de mencionar, tienen las
-galactosidasas comerciales. La invencion reivindica la secuencia de nucleotidos que codica para la
produccion de la -galactosidasa de Thermus sp. T2, absolutamente original por ser hasta ahora inedita,
y la produccion de la misma en E. coli. El hecho de producir el enzima en este microorganismo mesolo
es mas economico que hacerlo en cepas de Thermus, entre otros motivos, porque no es necesario incubar
a 70C para obtener la enzima activa.
Descripcion detallada de la invencion
Para la obtencion de la secuencia de nucleotidos que codica para la produccion de la -galactosidasa
de Thermus sp. T2, se partio del plasmido pOS103. Previamente se saba que el plasmido pOS103
contena el gen que codica para la enzima -galactosidasa de Thermus sp. T2 (Koyama, Y.; Okamoto,
S. y Furukawa, K. \Cloning of  and -Galactosidase from an extreme thermophile, Thermus strain T2,
and their expression en Thermus thermophilus HB27". Appl. Environ. Microbiol. 56, 2251-2254). El
fragmento de ADN de Thermus sp. T2 contenido en el plasmido pOS103 se secuencio utilizando oligonu-
cleotidos comerciales o sinteticos como cebadores y un secuenciador automatico ABI System 377 (Perkin
Elmer). La secuencia de nucleotidos esta descrita en la SEQ ID NO: 1.
A continuacion se realizo la construccion de los plasmidos pBGT1, pAV104BGT y pBGT2 para ex-
presar la actividad -galactosidasa de Thermus sp. T2 en un hospedador heterologo (Figura 1). De
modo resumido se siguieron los siguientes pasos: el amplicon obtenido se clono inicialmente en el vector
de expresion pIN-III-lppP5-A3 (Inouye, S. e Inouye, M. 1985. \Up-promoter mutations in Ipp gene of
Escherichia coli". Nucleic Acids Res. 13, 3101-3110) para dar lugar al plasmido pBGT1 (Figura 1).
El mismo gen, a partir del plasmido pBGT1, se clono en el vector de expresion denominado pAV104
(Ghrayeb, J. e Inouye, M., 1984. \Secretion cloning vectors in Escherichia coli". EMBO J. 3, 2437-2442)
dando lugar al plasmido pAV104BGT (Figura 1). A partir de este ultimo plasmido y del vector pCUZ1
(N de solicitud de patente espa~nola de invencion: 9100732. Fecha de presentacion: 22-3-91. Solicitante:
CSIC. Inventores: J.M. Sanchez-Puelles, J.M. Miguel Morales, J.L. Garca Lopez y E. Garca Lopez) se
elaboro el plasmido pBGT2 (Figura 1).
Los hospedadores heterologos utilizados fueron las cepas DH5 y JM109, de la especie E. coli (Sam-
brook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1989. \Molecular cloning. -A laboratory manual". CSHL Press,
Cold Spring Harbor, Nueva York). Dichos hospedadores fueron transformados con los plasmidos cons-
trudos anteriormente, pBGT1, pBGT2 y pAV104BGT, obteniendose como resultado nal las cepas E.
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coli DH5 (pBGT1), E. coli JM109 (pAV104BGT) y E. coli JM109 (pBGT2). Estas dos ultimas cepas
se encuentran depositadas en la CECT con n 4922 y 4923 respectivamente, y protegidas de acuerdo con
lo estipulado en el Tratado de Budapest.
Seguidamente se realizo la produccion y puricacion de la -galactosidasa de Thermus sp. T2 en for-
ma de protena de fusion con un dominio de union a colina (ChoBD). Las celulas de E. coli JM109(pBGT2)
se cultivaron en un medio previamente seleccionado que contena una fuente de carbono, una fuente de
nitrogeno y sales minerales, a una temperatura de 30C durante un periodo de 20-24 horas. Las celulas
sedimentadas se rompieron pasandolas por prensa de French. A continuacion, el extracto se sonico y cen-
trifugo. El extracto enzimatico se aplico a una columna cromatograca de DEAE-celulosa siguiendo las
indicaciones descritas previamente (Sanchez-Puelles, J. M., Sanz, J. M., Garca J.L., y Garca, E. 1992.
\Inmobilization and single-step purication of fusion proteins using DEAE-cellulose" Eur. J. Biochem.
203, 153-159).
Despues la columna se lavo exhaustivamente. La elucion de la protena de fusion se realizo aplicando
cloruro de colina en la resina. El resultado nal fue la obtencion de la protena quimerica ChoBD/-
galactosidasa, que se recupera de forma electroforeticamente pura y muestra una movilidad en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) acorde con el peso molecular esperado (88.000).
A continuacion se realizo el ensayo de actividad -galactosidasa de la protena quimerica ChoBD/-
galactosidasa obtenida en el paso anterior. La actividad enzimatica se midio utilizando o-nitrofenil--
D-galactosido (ONPG) como sustrato a 70C segun el procedimiento descrito por J.H. Miller en 1972
(\Experiments in Molecular Genetics" CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York). La actividad hi-
droltica de la enzima sobre lactosa se valoro utilizando el reactivo Glucosa (Trinder) de Sigma de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. La actividad hidroltica de la enzima sobre ONPG es de 312.000 uni-
dades, y sobre lactosa de 13.300 unidades (1 unidad=1 nmol de sustrato hidrolizado/minuto x mg de
enzima).
Finalmente se estudiaron las propiedades bioqumicas de la protena quimerica ChoBD/-galactosi-
dasa. El rango de pH en el que la protena es activa es 4.5-7.5. A pH 7, la mayor actividad se obtuvo a
90C.
Descripcion detallada de los dibujos
Figura 1
Esquema del metodo seguido para construir los plasmidos que expresan, en un hospedador heterologo
mesolo, el gen estructural que codica para la -galactosidasa del microorganismo termolo Thermus
sp. T2
La representacion de los plasmidos no esta hecha a escala. Solo se indican los sitios de restriccion
y las estructuras mas importantes para poder comprender mejor el esquema. Los detalles se encuen-
tran en el texto (Ejemplo 2). La flecha negra gruesa representa el gen estructural que codica para la
-galactosidasa de Thermus sp. T2. La caja punteada representa el dominio de union a colina (ChoBD)
que hace posible la puricacion de protenas de fusion en un solo paso. Los dos triangulos huecos repre-
sentan el promotor hbrido lpp::lac, propio de los vectores de expresion utilizados.
Abreviaturas
ApR: Resistencia a ampicilina
B: BspHI
Bg: BglI
E/Bg: sitios EcoRI y BglI destruidos en pAV100.
H: HindIII
kb: Miles de pares de bases
K: KpnI
lacl: Gen represor del operon lactosa
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P: PstI
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
S: SalI
TcR: Resistencia a tetraciclina
X: XbaI
Ejemplos de realizacion de la invencion
En los ejemplos que se exponen a continuacion se detalla la experimentacion necesaria para desarrollar
esta patente.
Ejemplo 1
Secuencia del gen estructural que codica para la -galactosidasa de Thermus sp. T2 y sus zonas flan-
queantes
Con objeto de conocer la secuencia de nucleotidos del gen que codica para la -galactosidasa de
Thermus sp. T2 se secuencio el inserto del plasmido pOS103. Previamente se saba que el plasmido
pOS103 contena el gen que codica para la enzima -galactosidasa de Thermus sp. T2 (Koyama, Y.;
Okamoto, S. y Furukawa, K. 1990. \Cloning of  and -Galactosidase from an extreme thermophile,
Thermus strain T2, and their expression in Thermus thermophilus HB27". Appl. Environ. Microbiol.
56, 2251-2254), pero los solicitantes de esta patente no tienen constancia de que se haya comunicado con
posterioridad ningun dato adicional.
El fragmento de ADN de Thermus sp. T2 contenido en el plasmido pOS103 se secuencio utilizando
oligonucleotidos comerciales o sinteticos como cebadores y un secuenciador automatico ABI System 377
(Perkin Elmer). El fragmento de ADN de Thermus sp. T2 incluido en el pOS103 contiene 3139 nu-
cleotidos. Esta secuencia se denomina SEQ ID NO:1. El analisis de la secuencia y su comparacion con
otras secuencias conocidas en los bancos de datos internacionales (GeneBank/EMBL) indicaron que este
fragmento contiene las cuatro pautas de lectura abierta (ORFs) que se detallan en la SEQ ID NO.1. De
ellas, la que hemos denominado ORF3 codica para una protena de 645 aminoacidos (77 KDa) (SEQ
ID N:2) y presenta una alta homologa con la -galactosidasa de Bacillus stearothermophilus, Bacillus
circulans y Clostridium perfringens.
Ejemplo 2
Construccion de plasmidos para expresar la actividad -galactosidasa de Thermus sp. T2 en un hospe-
dador heterologo (Figura 1)
Se partio del plasmido pOS103 (Koyama, Y.; Okamoto, S. y Furukawa, K. 1990 \Cloning of  and
-Galactosidase from an extreme thermophile, Thermus strain T2, and their expression en Thermus
thermophilus HB27". Appl. Environ. Microbiol. 56, 2251-2254). De modo resumido se siguieron los
siguientes pasos: se amplico el gen que codica para la -galactosidasa por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). A continuacion el amplicon obtenido se clono inicialmente en el vector
de expresion pIN-III-lppP5-A3 para dar lugar al plasmido pBGT1. El mismo gen, a partir del plasmido
pBGT1, se clono en el vector de expresion denominado pAV104, dando lugar al plasmido pAV104BGT. A
partir de este ultimo plasmido y del vector pCUZ1 se elaboro el plasmido pBGT2. Los clones productores
E. coli JM109(pAV104BGT) y JM109(pBGT2) se encuentran depositados en la CECT con los n 4922
y 4923 respectivamente, protegidos de acuerdo con lo estipulado en el Tratado de Budapest.
Todas las tecnicas de manipulacion de DNA empleadas para construir los plasmidos de este Ejemplo
2 estan descritas en textos generales (p. ej., Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1989. Molecular
Cloning. CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) que conoce cualquier persona medianamente ver-
sada en esta materia. A continuacion se detallan los pasos seguidos para la construccion de los plasmidos
pBGT1, pAV104BGT y pBGT2 (Figura 1).
Se dise~no y sintetizo un oligonucleotido denominado 5’-BGT con objeto de amplicar por el extremo
5’ el gen estructural que codica para la -galactosidasa de Thermus sp. T2. El dise~no se hizo de forma
que el fragmento de ADN amplicado se pudiera acopiar posteriormente a vectores de expresion pro-
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pios de un sistema heterologo, como E. coli. La secuencia del oligonucleotido 5’-BGT es:
5’-GCTCTAGAGGGTATTACATATGTCGACCGTTTGTTACTACCCGGAG-3’
Debe notarse que en esta secuencia sintetica se encuentran, p ej, los sitios de corte para la enzima de
restriccion XbaI (TCTAGA) o SalI (GTCGAC).
Como cebador de la reaccion en cadena de la polimerasa para el extremo 3’ se uso el oligonucleotido
comercial de secuenciacion para M13/pUC de New England BioLabs (Beverly, Massachusets, EE.UU.;
referencia de catalogo n 1211). De este modo puede hacerse uso posteriormente del sitio de corte HindIII
que posee pOS103 por derivar del vector pUC8 (Vieira, J. y Messing, J.1982. \The pUC plasmids, an
M13mp7-derived system for insertion mutagenesis and sequencing with synthetic universal primers".
Gene, 19, 259-268). La secuencia del oligonucleotido con n de referencia 1211 de New England Biolabs
es:
5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
El amplicon obtenido con los dos oligonucleotidos mencionados se corto con las enzimas de restriccion
XbaI y HindIII. El vector pIN-III-lppP 5-A3 (Inouye, S. e Inouye, M. 1985. \Up-promoter mutations
in lpp gene of Escherichia coli". Nucleic Acids Res. 13, 3101-3110) tambien se corto con las mismas
enzimas de restriccion citadas. Ambas especies de ADN se trataron con ADN ligasa para unir sus ex-
tremos cohesivos y se transformo E. coli DH5-. El plasmido resultante se denomino pBGT1, mide 10,1
kb, hace que las celulas que lo portan sean resistentes a ampicilina, y es capaz de conferir color azul en
las colonias formadas por celulas que lo alberguen, siempre que se incluya el sustrato X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil--D-galactopiranosido) en las placas de crecimiento.
La actividad -galactosidasa de E. coli DH5-(pBGT1) se mide a 30C y a 70C. Un resultado posi-
tivo en el ultimo caso conrma que la -galactosidasa producida es termoestable. La actividad medida en
celulas permeabilizadas de DH5-(pBGT1) a 70C durante 10 minutos por el metodo de Miller (Miller,
J.H. 1972 Experiment in Molecular Genetics. CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) es de 12.000
unidades frente a una actividad residual de los controles.
Es importante se~nalar que la -galactosidasa de Thermus sp T2 codicada en el plasmido
pBGT1 es una mutena. La secuencia de la protena silvestre (SEQ ID NO:1) comenzara como
Met-Leu-Gly-Val-Cys-Tyr-Tyr ...; y la mutena de la -galactosidasa de Thermus sp T2 codicada por el
plasmido pBGT1 comenzara como Met-Ser-Thr-Val-Cys-Tyr-Tyr...
Para construir el plasmido pAV104BGT se partio de la construccion anterior, el plasmido pBGT1, y
del vector de expresion pAV104. Por una parte se corto el plasmido pBGT1 con XbaI y HindIII; y por
otra parte se corto con las mismas enzimas el vector pAV104. Tras tratar con ligasa, los transformantes
de E. coli JM109 con pAV104BGT se seleccionaron por tener color azul en presencia de X-Gal y ser
resistentes a tetraciclina.
El vector pAV104 es un derivado del vector pIN-III-ompA-3 (Ghrayeb, J. e Inouye, M., 1984. \Secre-
tion cloning vectors in Eschetichia coli". EMBO J. 3, 2437-2442), salvo que es resistente a tetraciclina
en lugar de serlo a ampicilina. La explicacion de los pasos seguidos para construir el vector pAV104,
esquematizada en la Figura 1, se llevo a cabo del siguiente modo:
1) Se hizo mutagenesis dirigida para eliminar el sitio BamHI del gen que codica resistencia a
tetraciclina en el plasmido pBR322 (Bolivar, F., Rodrguez R.L., Greene, P.J., Betlach, M.C.,
Heynecker, H.L., Boyer, H.W.; Crosa, J.H. y Falkow, S., 1977. \Construction and characterization
of new cloning vehicles. II. A multipurpose cloning system". Gene, 2, 95-113) de acuerdo con un
protocolo establecido (Morinaga, Y., Franceschini, T., Inouye, S. e Inouye, M., 1984. \Improvement
of oligonucleotide-directed site-specic mutagenesis using double-stranded DNA". Biotechnology,
2, 636-639). El oligonucleotido dise~nado y utilizado, denominado CHIMELA-1, tiene la secuencia:
5’-TCGTGTGGATTCTCTAC-3’
en donde el nucleotido de monofosfato de timidina subrayado sustituye al de citidina del alelo
silvestre. De este modo se obtuvo el plasmido denominado pBR322b.
2) El vector pBR322b se corto con la enzima HindIII y se trato con ADN polimerasa del fago
T4 y los cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato para rellenar los extremos protuberantes que deja
el corte citado, tratandose posteriormente con ADN ligasa. De este modo se obtuvo el plasmido
pBR322bh.
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3) Por una parte, se digirio el plasmido pBR322bh con las enzimas de restriccion EcoRI y PstI y
se aislo el fragmento producido que presenta un tama~no de 3,6 kb. Por otra parte, se digirio el
vector pIN-III-ompA-3 (vide supra), que mide 7,5 kb, con las enzimas de restriccion PstI y BglI,
aislandose a continuacion un fragmento producido que mide 4,2 kb. Ambos fragmentos se trataron
con ligasa para unir por los extremos cohesivos generados por PstI en los dos casos. A continuacion
se hicieron compatibles (romos) los extremos EcoRI y BglI mediante el uso de DNA polimerasa del
fago T4 y los cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato. Tras tratar con ligasa se obtuvo el plasmido
pAV100, que es resistente a ampicilina y a tetraciclina.
4) El plasmido pAV100 se corto con la enzima de restriccion BspHI y se religo posteriormente con T4
ADN ligasa. De este modo se obtuvo el vector de expresion pAV102, que es resistente a tetraciclina
y similar a pAV100 pero con una delecion completa del gen que codica resistencia a ampicilina.
5) Para obtener el vector de expresion pAV104 se hizo una delecion de 0,5 kb por tratamiento con
la enzima de restriccion KpnI y posterior ligacion con la ADN ligasa.
La actividad -galactosidasa de E. coli JM109(pAV104BGT), medida en celulas permeabilizadas a
una temperatura de 70C durante 10 minutos por el metodo de J.H. Miller (Experiments in Molecular
Genetics. CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1972), es de 6700 unidades.
Es importante se~nalar que la enzima sobreproducida en pAV104BGT debe ser identica a la codicada
en pBGT1 y que se menciono anteriormente.
El plasmido pAV104BGT presenta la ventaja de codicar resistencia a tetraciclina en lugar de hacerlo
para ampicilina. La ampicilina sodica se degrada a medida que se desarrolla el cultivo, lo que obliga a
efectuar adiciones de antibiotico. Tal problema no se produce cuando se usa clorhidrato de tetraciclina
para mantener la presion selectiva en los fermentadores. Considerando la concentracion y el precio de
ambos antibioticos, y sin tener en cuenta las adiciones suplementarias de ampicilina, se puede estimar
que la disminucion de coste imputable al hecho de mantener la presion selectiva con tetraciclina en lugar
de hacerlo con ampicilina es del orden de decenas de pesetas por litro de cultivo. Este dato hace atractivo
el clon productor de E. coli JM109(pAV104BGT) desde el punto de vista industrial. El promotor que
controla la expresion en el plasmido pAV104BGT tiene, en cambio, menos fuerza que el de los plasmidos
pBGT1 o pBGT2.
Para construir el plasmido pBGT2 se partio del plasmido pAV104BGT y del vector de expresion
pCUZ1. Una preparacion de pAV104BGT se corto con las enzimas SalI y HindIII y se unio al vector
pCUZ1 (N de solicitud de patente espa~nola de invencion: 9100732. Fecha de presentacion: 22-3-91. So-
licitante: CSIC. Inventores: J.M. Sanchez-Puelles, J.M. Miguel Morales, J.L. Garca Lopez y E. Garca
Lopez) abierto con las mismas enzimas, para dar lugar al plasmido pBGT2. Los transformantes de E.
coli JM109 con el plasmido pBGT2 se seleccionaron por presentar reaccion positiva con X-Gal y ser
resistentes a ampicilina.
La actividad -galactosidasa de E. coli JM109(pBGT2), medida en celulas permeabilizadas a una
temperatura de 70C durante 10 minutos por el metodo de Miller (ver mas arriba), es de 5.500 unidades.
El plasmido pBGT2 presenta la ventaja de que codica para una protena de fusion que se puede
puricar en un solo paso cromatograco, como se ha se~nalado con anterioridad.
Ejemplo 3
Produccion y puricacion en un solo paso de una protena quimerica consistente en la -galactosidasa de
Thermus sp T2, modicada con el dominio de union a colina (ChoBD/-galactosidasa)
Las celulas de E. coli JM109(pBGT2) se cultivaron durante 20 horas a 30C en un litro de LB con
ampicilina (100 mg/L). Todos los pasos de la puricacion se realizaron a 4C, siguiendo el procedimiento
descrito por Sanchez-Puelles y col. (Sanchez-Puelles, J. M., Sanz, J. M., Garca J.L., y Garca, E. 1992.
\Immobilization and single-step purication of fusion proteins using DEAE-cellulose" Eur. J. Biochem.
203,153-159). El cultivo se centrifugo a 6000 rpm (rotor JA-14) en una centrifuga Beckman (modelo
J21B) durante 15 minutos. Las celulas sedimentadas se resuspendieron en 30 ml de tampon fosfato 20
mM/pH 6.9. y se rompieron pasandolas por prensa de French tres veces, aplicando una presion de 1.100
Psi. A continuacion, el extracto se sonico y centrifugo a 15.000 rpm (rotor JA-21) durante 30 minutos.
El extracto se aplico a una columna cromatograca con 20 ml de DEAE-celulosa, equilibrada en tampon
fosfato sodico 20 mM/pH 6.9. Seguidamente la columna se lavo exhaustivamente con el mismo tampon
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con 1.5 M NaCl, y posteriormente la protena de fusion se eluyo con 1.5 M NaCl y 2 % cloruro de colina
en el mismo tampon. En estas condiciones la protena quimerica ChoBD/-galactosidasa se recupera de
forma electroforeticamente pura y muestra una movilidad correspondiente a un peso molecular de 88000
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.
En la Tabla 1 se ilustra la puricacion de la protena quimerica a partir de un lote de produccion.
TABLA 1
Puricacion de la protena quimerica ChoBD/-galactosidasa de Thermus sp T2,
partiendo de 1 L de cultivo
Actividad total Rendimiento Actividad especca
Fraccion nmoles/min % nmoles/minxmg
Carga 415815 100 2051
Eluido de carga 31293 7.5 1320
Lavado 179252 33 1212
Elucion 205200 49 311600
 1.5 M NaCl en tampon fosfato sodico 20 mM/pH 6.9
 1.5M NaCl y 2 % de cloruro de colina en tampon fosfato sodico 20 mM/pH 6.9
Ejemplo 4
Ensayo de la actividad -galactosidasa
La actividad de la ChoBD/-galactosidasa se midio a 70C utilizando dos sustratos distintos: ONPG
(o-nitrofenil--D-galactosido) y lactosa. La actividad hidroltica de la enzima sobre ONPG se valoro
mediante el metodo descrito por J.H Miller. (1972) (Experiment in Molecular Genetics. CSHL Press,
Cold Spring Harbor, Nueva York). La actividad hidroltica de la enzima sobre lactosa se valoro utilizando
el reactivo Glucosa (Trinder) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Sigma). La lactosa utilizada
como sustrato se preparo a 138 mM en tampon fosfato sodico 0.1 M pH7.0. Al volumen de la reaccion
(0.05 ml) despues de 10 minutos a 70, se le a~nadieron 0.8 ml de reactivo Glucosa (Trinder) y se valoro
como el incremento de densidad optica a 505 nm.
Ejemplo 5
Propiedades bioqumicas de la protena quimerica ChoBD/-galactosidasa
Las propiedades enzimaticas de la presente enzima quimerica puricada segun el Ejemplo 3 son las
siguientes:
1. Sustratos: Hidroliza ONPG con una actividad especca de 312.000 unidades a pH 7.0 y a 70C.
Hidroliza lactosa con una actividad especca de 13.300 unidades.
2. pH de la reaccion: El pH optimo de la hidrolisis es 5.0. Se detecta claramente actividad en un rango
de pH de 4.5 a 7.5.
3. Temperatura optima: 90C a pH 7
4. Termoestabilidad: Se conserva el 50 % de la actividad despues de 60 minutos a 80C y el 75 % de
actividad despues de 60 minutos a 70C (valores a pH 7).
5. Inhibicion por productos de reaccion: Se conserva hasta un 75 % de la actividad de la enzima en pre-
sencia de 100 mM de glucosa. La galactosa en una concentracion de 50 mM disminuye la actividad en
un 80 %.
6. Conservacion. La enzima se puede conservar a 4C en el propio tampon en que se eluye de la columna
cromatograca durante por lo menos tres meses sin perdida apreciable de actividad.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para producir el polipeptido beta-galactosidasa recombinante de Thermus sp.
(cepa T2) caracterizado por el uso de vectores de expresion genica que contienen el gen de la beta-
galactosidasa.
2. Secuencia de nucleotidos del gen de la beta-galactosidasa de Thermus sp. T2 segun reivindicacion
1, caracterizada porque esta constituida por la SEQ ID NO:1.
3. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque esta constituida por cualquier fragmento de la
secuencia de nucleotidos segun reivindicacion 2.
4. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque es capaz de hibridar con la secuencia de nucleotidos
segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 3 y por contener actividad beta-galactosidasa.
5. Secuencia de nucleotidos segun una cualquiera de las reivindicaciones de la 2 a la 4 caracterizada
porque se ha modicado la secuencia de nucleotidos que codica la region N-terminal de la protena.
6. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque esta constituida por una de las secuencias de nu-
cleotidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 5 y por una secuencia que codica un dominio
de union a colina.
7. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque esta constituida por una de las secuencias de nu-
cleotidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 6 y por una secuencia que contenga un sitio
de union al ribosoma y una secuencia promotora de alta ecacia para la expresion de genes.
8. Vector de expresion segun reivindicacion 1 caracterizado porque contiene una secuencia segun
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 7.
9. Celulas huesped caracterizadas por estar transformadas por un vector de expresion segun la rei-
vindicacion 8.
10. Celula huesped segun la reivindicacion 9 caracterizada por ser Escherichia coli.
11. Celula huesped segun la reivindicacion 10 caracterizada por ser una cepa E. coli CECT 4922.
12. Celula huesped segun la reivindicacion 10 caracterizada por ser una cepa E. coli CECT 4923.
13. Polipeptido segun reivindicacion 1 caracterizado porque esta codicado por una secuencia de
nucleotidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 7.
14. Polipeptido beta-galactosidasa de Thermus sp. segun la reivindicacion 13 caracterizado porque
esta constituido por la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.
15. Polipeptido beta-galactosidasa de Thermus sp. segun la reivindicacion 14 caracterizado porque
esta constituido por la secuencia mutada en la region N-terminal.
16. Polipeptido segun una cualquiera de la reivindicaciones 13 a la 15 caracterizado porque es un
polipeptido beta-galactosidasa quimerico con un dominio de union a colina.
17. Procedimiento segun reivindicacion 1 para producir un polipeptido segun una cualquiera de las
reivindicaciones 13 a la 16, que consta de los siguientes pasos:
a) cultivo de las celulas huesped segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a la 12 para,
b) la expresion de los polipeptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a la 16, y
c) la recuperacion de estos polipeptidos del medio de cultivo.
18. Procedimiento segun la reivindicacion 17 caracterizado porque la recuperacion de los po-
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lipeptidos se realiza mediante cromatografa de anidad en soportes que contengan residuos de colina o
derivados de esta.
19. Utilizacion de los polipeptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a la 16 en la hidrolisis
y sntesis de azucares y analogos estructurales.
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